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 摘 要 慢性无机砷暴露能够引发多种疾病和损害，但其所涉及的生物学过程尚未完全阐明。全球约有超过 2 亿人
面临饮用水砷污染的威胁。本研究以自由饮水的方式对健康大鼠进行无机砷的长期暴露，并对大鼠尿液的代谢组变
化进行系统分析。结果表明，长期砷暴露大鼠的尿液代谢组与对照组具有显著区别，且高剂量砷暴露对大鼠尿液代
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1  引  言 
 砷是一种广泛存在于环境中的类金属物质。无机砷具有极大毒性，已被国际癌症研究机构（IARC）列为



























 ACQUITY 超高效液相色谱仪（美国 Waters 公司）-Q Exactive 质谱仪（美国 Thermo 公司）联用代谢组
学检测平台；甲醇（色谱纯，德国 Merck 公司）；甲酸（质谱纯，百灵威 J&K 公司）； NaAsO2（纯度 > 98.5%，
比利时 Acros 公司）；去离子水由 Milli-Q 超纯水系统（美国 Millipore 公司）制备。 
2.2 实验方法 
2.2.1 动物实验分组与染毒方法 
 SD（Sprague-Dawley）雄性大鼠（4 周龄，体重 80 g）购自上海 SLAC 动物实验中心。大鼠饲养于温度
为(26 ± 2) ℃、相对湿度为 50% ± 5%、12/12 小时昼夜循环的动物房内，所有大鼠自由摄取食物和饮用水。经
过一周的适应性饲养和检疫后，大鼠随机分成 3 组，每组 10 只。暴露组大鼠分别饮用浓度为 1.0 和 25.0 mg/L
的 NaAsO2 水溶液，对照组大鼠饮用去离子水。 
 经过 150 天暴露后，利用代谢笼收集大鼠尿液，在 4 ℃以 12000 g 离心 10 min，于-80 ℃储存，待分析。 
2.2.2 尿液检测 
 （1）样品制备：从-80 ℃取出尿液，依次在-20 ℃和 4 ℃下逐步解冻。每种样品中取出 500 μL 尿液，加
入等体积的去离子水，在 4 ℃以 12000 g 离心 10 min，取上清液，待测。同时，从每种样品中取出 20 μL 混
匀，作为质量控制（QC）样品。 
 （2）液相色谱分离条件：利用 UPLC/Q Exactive-MS 联用平台采集尿液代谢指纹图谱，使用 Waters 公司
的 ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱（100 mm × 2.1 mm × 1.8 μm）；流动相 A 为含有 0.1%甲酸的水溶液，流
动相 B 为含有 0.1%甲酸的甲醇溶液，梯度洗脱条件：初始流动相为 0.1% B，维持 1 min，4 min 时升至 6.0% 
B，15 min 时升至 50% B，21 min 时升至 99.9% B 并维持 2.5 min，随后快速恢复初始 0.1% B，并保持 1.5 min；
进样体积为 10 μL；流速为 400 μL/min；柱温为 40 ℃。 
 （3）质谱条件：采用电喷雾离子源（ESI），同时在正、负离子模式下采集数据，Full MS 分辨率为 17500，
扫描范围为 m/z 100~1000。载气为氮气，正、负模式下喷针电压均为 3500 V，离子传输毛细管温度为 320 ℃；
鞘气和辅助气流量分别为 50 和 12.5 L/min。随机进样，每种样品共检测两次，以消除人为或仪器造成的系统
误差，QC 样品每隔 10 种样品检测一次。Full MS/dd-MS2 模式用于获得标志物的二级质谱结构信息，NCE
设置为 30%。 
2.2.3 尿液代谢组检测数据分析 
 将 UPLC/Q Exactive-MS 联用平台采集到的代谢物指纹图谱数据导入 Compound Discoverer 2.1 软件进行
峰对齐、代谢物离子信息提取与鉴定，得到包含代谢物分子量、分子式、离子峰面积的信息表。数据进行归
一化后导入 SIMCA-P（Version 14.1 MKS Umetrics），首先进行主成分分析（PCA），基于 QC 样品聚合情况
考察仪器方法的稳定性，随后进行正交-偏最小二乘判别分析（OPLS-DA），并通过 SPSS（Version 24，IBM）
和 MetaboAnalyst 4.0（https://www.metaboanalyst.ca/）进行统计学分析。差异代谢物的筛选标准为：VIP 值





3.1  砷暴露剂量的选择 
 全球天然水体中砷浓度范围为0.0005~5.0 mg/L，如印度西孟加拉邦地区的地下饮用水中砷浓度达到了3.7 
mg/L[23,24]。饮用水中砷的主要存在状态有 As(III)和 As(V) [25]，且 As(III)的毒性远大于 As(V)[26]，为了更真实
                                    
 
地反映饮水砷暴露的健康影响，因此选择 NaAsO2 溶液作为砷暴露源。在本研究中选用 25.0 mg/L NaAsO2 作
为最高暴露剂量，相当于 14.4 mg/L 的砷暴露量，依据动物与人类间剂量转换算法[27]，这相当于人类暴露于
2.3 mg/L 的砷；为了反映人类常规饮水砷暴露状态，选用 1.0 mg/L NaAsO2 作为低暴露剂量组。同样，25.0 mg/L 




3.2  代谢组学分析 
 在正、负离子两种扫描模式下同时对样品中的代谢物进行检测，尽可能获得所有代谢物的信息。图 1 为
大鼠尿液代谢组轮廓的代表性指纹图谱，可以看出谱图中含有丰富的代谢物信息。 
 
图 1 正负离子模式下大鼠尿液的典型代谢指纹图谱 
Fig.1 Representative metabolome profiles of rat urine under positive and negative mode 
 
 在代谢组学分析过程中，通常伴随着显著的质谱信号漂移，为了消除这种变化，常添加一种或多种内标
校正信号[29]，以及采用 QC 样品来评估信号漂移状态并进行信号校正[30,31]。本研究采用 statTarget 工具对所有
数据进行校正（QC-RFSC）[31]。QC 样品（n = 9）检测均匀覆盖整种样品分析序列，通过对所有 QC 样品数
据中代谢物离子的保留时间和信号强度进行分析，可以检验方法的可靠性及 LC-MS 平台的稳定性。采用 PCA
方法对所有样品数据进行模式识别，结果如图 2 所示，QC 样品聚合良好，表明本研究中代谢组学分析方法
稳定可靠，数据质量满足进一步多变量组学分析的要求。 




图 2 质量控制样品的PCA聚类分析结果 
Fig.2 Quality control (QC) clustering results in principal component analysis (PCA) scoring plots 
 
 在代谢组学数据分析中，正交-偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）作为偏最小二乘法-判别分析（PLS-DA）
的改进方法，常被用于两组或多组数据的区分，与 PLS-DA 相比，OPLS-DA 模型的假阳性率更低，结果更





图 3 大鼠尿液代谢组的OPLS-DA分析结果 
A：1.0 mg/L暴露组与对照组间OPLS-DA分析结果；B：25.0 mg/L暴露组与对照组间OPLS-DA分析结果；C：1.0 mg/L
暴露组与对照组间OPLS-DA模型的99次置换检验结果；D：25.0 mg/L暴露组与对照组间OPLS-DA模型的99次置换
检验结果 
Fig.3 Orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA) scoring plots of rat urine metabolome 
profiles 
(A) Scoring plots of control and 1 mg/L groups (R2X = 0.386, R2Y = 0.998, Q2 = 0.900); (B) Scoring plots of control and 
25 mg/L groups (R2X = 0.396, R2Y = 0.997, Q2 = 0.953); (C) 99-time permutation test of OPLS-DA model in control and 1 
mg/L groups (Intercepts: R2=(0.0, 0.965), Q2=(0.0, -0.39)); (D) 99-time permutation test of OPLS-DA model in control 
                                    
 
and 25 mg/L groups (Intercepts: R2=(0.0, 0.902), Q2=(0.0, -0.545)). 
 
 将提取的代谢物离子信息表导入 MetaboAnalyst 4.0 进行统计学分析，对暴露组和对照组中代谢物离子强
度变化倍数（FC）及 t 检验的 p 值进行比较（图 4），结果表明，暴露组与对照组的大鼠尿液中存在大量的差
异代谢物（图 4 中红色圆点，FC ＞ 2 且 p ＜ 0.05），且高剂量比低剂量暴露组中存在更多的差异性代谢物
离子。依据变量在 OPLS-DA 区分投影中的重要性（VIP）、两组间变化倍数及差异显著性，最终共筛选出 36
种差异代谢物（表 1，低剂量组 14 种，高剂量组 32 种，两种剂量组中同时鉴定到 10 种）。差异代谢物在暴
露组与对照组尿液中的变化热图（图 6）显示，13 种差异代谢物在砷暴露组大鼠尿液中的含量显著上调，23
种代谢物出现了显著下调。将差异代谢物导入 MetaboAnalyst 4.0，经 Pathway Analysis 和 Statistical Analysis
分析，表明差异代谢物涉及氨基酸代谢、谷胱甘肽代谢、嘌呤代谢、鞘脂代谢和氨酰基-tRNA 生物合成等通
路（图 5）。 
图 4 暴露组与对照组大鼠尿液代谢物离子对比火山图 
Fig.4 Comparative volcano plot of metabolites in exposure and control groups 
(A) Volcano plot of control and 1.0 mg/L groups; (B) Volcano plot of control and 25.0 mg/L groups  
表 1 差异代谢物的代谢通路、变化趋势和两组间的差异性 
Table 1 Metabolic pathway classification, fold change (FC) and p value of differential metabolites 
差异代谢物 
Metabolite 





1.0mg/L vs. control 25.0mg/L vs. control 
FCa pb FCa pb 
Spermine*# 0.12 < 0.01 0.14 < 0.01 Amines Amino acid and glutathione metabolism 
Spermidine*# 0.32 < 0.05 0.09 < 0.01 Amines Amino acid and glutathione metabolism 
Creatine# 
  
0.06 < 0.01 Carboxylic acids and derivatives Amino acid metabolism 
Serotonin# 
  
2.42 < 0.05 Indoles derivatives Amino acid metabolism 
Tryptamine* 0.04 < 0.01 
  
Indoles derivatives Amino acid metabolism 
Dicrotalic acid# 
  
0.02 < 0.01 Fatty Acyls Amino acid metabolism 
Aminoadipic acid*# 0.17 < 0.05 0.08 < 0.01 Carboxylic acids and derivatives Amino acid metabolism 
Kynurenic acid*# 0.19 < 0.05 2.25 < 0.01 Quinolines and derivatives Amino acid metabolism 
Xanthurenic acid*# 0.29 < 0.01 0.16 < 0.01 Quinolines and derivatives Amino acid metabolism 
Acetylglutamic acid# 
  
0.04 < 0.01 Carboxylic acids and derivatives Amino acid metabolism 
6-Oxymelatonin*# 0.02 < 0.01 0.02 < 0.01 Indoles derivatives Amino acid metabolism 
Aceglutamide# 
  
0.01 < 0.01 Carboxylic acids and derivatives Amino acid metabolism 
Tryptophan* 5.19 < 0.05 
 










3.18 < 0.01 Fatty Acyls Fatty acid biosynthesis 
Suberic acid# 
  
70.98 < 0.01 Fatty Acyls Fatty acid metabolism 
Suberylglycine# 
  
2.75 < 0.01 Carboxylic acids and derivatives Fatty acid metabolism 
Oleamide* 0.13 < 0.01 
  
Fatty Acyls Fatty acid metabolism 
Pyroglutamic acid# 
  
0.03 < 0.01 Carboxylic acids and derivatives Glutathione metabolism 
Methylbutyroylcarnitine# 
  
3.43 < 0.01 Fatty Acyls Lipid metabolism 
Ethylmalonic acid# 
  
0.09 < 0.01 Fatty Acyls Lipid metabolism 
Citraconic acid*# 0.26 < 0.01 0.13 < 0.01 Fatty Acyls Lipid metabolism 
Heptanoic acid# 
  
16.05 < 0.01 Fatty Acyls Lipid metabolism 
Pimelic acid# 
  
8.19 < 0.01 Fatty Acyls Lipid metabolism 
2,2,-Dimethylsuccinate# 
  
0.09 < 0.01 Fatty Acyls Lipid metabolism 
Itaconic acid# 
  
0.04 < 0.01 Fatty Acyls Lipid metabolism 
N6-acetyllysine# 
  
0.06 < 0.01 Carboxylic acids and derivatives Protein post-translational modification 
Guanine# 
  
0.08 < 0.01 Purine derivatives Purine metabolism 
Hypoxanthine*# 0.13 < 0.01 0.16 < 0.01 Purine derivatives Purine metabolism 
Uric acid# 
  
8.27 < 0.01 Purine derivatives Purine metabolism 
Xanthine# 
  
8.70 < 0.05 Purine derivatives Purine metabolism 
Ribothymidine*# 0.07 < 0.05 0.11 < 0.01 Pyrimidine nucleosides Pyrimidine metabolism 
Sphingosine* 0.13 < 0.01 
  
Amines Sphingolipid metabolism 




0.15 < 0.01 Fatty Acyls Terpenoid backbone biosynthesis 
3-Hydroxysebacate# 
  
0.19 < 0.01 Hydroxy acids and derivatives Not Available 
D-2-Hydroxyglutaric acid*# 0.12 < 0.01 0.02 < 0.01 Hydroxy acids and derivatives Not Available 
* 1.0 mg/L 暴露组与对照组间所鉴定代谢物；# 25.0 mg/L 暴露组与对照组间所鉴定代谢物； a代谢物在剂量组与
对照组间的变化倍数， FC > 2 表示上调， FC < 2 表示下调； b 使用方差分析（ANOVA）和 LSD 事后检验
评估统计学显着性，p < 0. 05 表示有显著性差异。 
* metabolites identified between control and 1.0 mg/L groups; # metabolites identified between control and 25.0 
mg/L groups; a Fold change between treatment and control groups, FC > 2 indicates up-regulation, FC < 2 indicates 
down-regulation; b The statistical significance was assessed using anlaysis of variance (ANOVA) followed by LSD 
post hoc test, and p < 0. 05 was considered as significant. 
图 5 MetaboAnalyst 代谢通路分析结果 
Fig.5 Overview of pathway analysis 
(A) Disturbed pathway between control and 1.0 mg/L groups; (B) Disturbed pathway between control and 25.0 mg/L 
groups；Generated by MetaboAnalyst (https://www.metaboanalyst.ca/). 
  
                                    
 
图 6 暴露组和对照组之间差异代谢物的分层聚类热图分析 
Fig.6 Hierarchical clustering heatmap analysis of differential metabolites between control and exposure groups 










种与氨基酸代谢相关的代谢物发生了显著变化（4 种含量上升、10 种含量下降），在 25.0 mg/L 暴露组鉴定出
12 种，1.0 mg/L 暴露组鉴定出 8 种，涉及到的氨基酸通路有色氨酸代谢（Tryptophan metabolism）、精氨酸和
脯氨酸代谢（Arginine and proline metabolism）、赖氨酸降解（Lysine degradation）、β-丙氨酸代谢（β-Alanine 
metabolism）、半胱氨酸和蛋氨酸代谢（Cysteine and methionine metabolism）、甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢
（Glycine, serine and threonine metabolism）（图 5）；同时，也鉴定出 11 种与脂类代谢相关的代谢物（6 种含

















3.3.3  长期砷暴露干扰蛋白质表达与翻译后修饰 







鼠体内整体代谢产生了显著影响，在低剂量和高剂量暴露组中分别鉴定出 14 种和 32 种差异代谢物，其中 10
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Metabolomics Study of Rat Urine with Long Term Arsenic Exposure 
 
WANG Xiao-Fei, SHEN Yun-Wang, ZHU Jue, ZHANG Bo* 
(College of Chemistry & Chemical Engineering, Xiamen University, Xiamen 361005, China) 
 
Abstract  Long term inorganic arsenic exposure can cause many diseases and health damage, 
and the biological mechanism underneath remains unclear. Globally, over 200 million people are 
under the threat of arsenic pollution of drinking water. In this study, we performed metabolomics 
analysis of rat urine samples which were exposed to inorganic arsenic through drinking water for 
a long term. The results indicated that long-term arsenic exposure could cause significant urinary 
metabolome change, especially for the high-dose exposure groups. Totally 36 kinds of differential 
metabolites were identified, in which 14 were related with amino acid metabolism, including 
tryptophan, arginine, proline, lysine, β-alanine, cysteine, methionine, glycine, serine and 
threonine, and 11 were related with lipid metabolism, including sphingolipids and fatty acids. The 
expression and post-translational modifications of proteins were also influenced. Such biological 
process mutations are the key molecular indicators of arsenic toxicological mechanisms. 
Keywords Arsenic exposure; Metabolomics; Urine; Long-term exposure; Liquid 
chromatography-mass spectrometry 
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